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@) Implantationsmaterial zur Wiederherstellung defekter Knorpel und Knochen 



Beschrieben ist Implantationsmaterial zur Wiederherstel- 
lung von Knorpel- und Knochendefekten. Das Implanta- 
tionsmaterial liegt entweder in Gelform vor oder eingebettet 
in naturliches oder kunstliches Knochenmaterial. Das Gel 
enthalt bestimmte Arten von Zetlen. Diese Zellen konnen 
embryonale Chondrocyten oder Mesenchymzellen sein, die 
sich im allgemeinen unter dem Einftufc von chondrogenen 
Induktionsfaktoren in Knorpelzellen uberfuhren lassen. Fer- 
ner enthalt das Gel Fibrinogen, eine Antiprotease und 
Thrombin. Die Zellen sollen artspezifisch sein. Vorzugsweise 
werden dem Gel auch eine extrazeliulare Matrix (ECM) von 
Chondrocyten, andere Wachstumshormone und/oder 
Wachstumsfaktoren, wie SM (Somatomedin = IGF-I), FGF 
(Fibrobtastenwachstumsfaktor), CGF (Knorpelwachstums- 
faktor), BDGF (Knochenwachstumsfaktor) oder eine Kombi- 
nation dieser Substanzen zugegeben. 
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" Implantationsmaterial zur Wiederherstellung defekter 
Knorpel und Knochen " 
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1 . Implantationsmaterial 2U r Wiederherstellung von Gelenk- 
knorpel- uhd Knochendef ekten, gekennzjeichnet 
durch einen Gehalt artspezif ischer embryonaler 
Chondrocyten oder von Mesenchymzellen, die durch 
Induktionsfaktoren in Knorpelzellen uberfiihrbar sind, 
zusammen mit einem biologischen Leim aus FribrinogeA, 
Thrombin sowie einem naturlichen oder chemischen 
Proteaseinhibitor . 

2. implantationsmaterial nach Anspruch 1, gekennzeichnet 
durch einen Gehalt von 100 000 bis 500 000 Chondrocyten 
oder Mesenchymzellen pro ml. 

3. implantationsmaterial nach Anspruch 1, gekennzeichnet 
durch einen Gehalt von 5 bis 20 mg/ml einer extrazellu- 
laren Matrix (ECM) . 
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Implantationsmaterial nach Anspruch 1 , gekennzeichnet 
durch einen Gehalt an einem lokalen Wachstumsfaktor Oder 
einem hormonellen Wachstumsfaktor. 

Implantationsmaterial nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi der lokale Wachstumsfaktor aus Knorpel 
(CDF) Oder Knochen (BDGF) stammt. 

Implantationsmaterial nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der hormonelle Wachstumsfaktor Somatomedin 
aus Serum oder der Hypophyse stammt. 

Implantationsmaterial nach Anspruch 1 , dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Zellen Chondrocyten oder Zellen sind, 
die sich von Bindegewebe mit undif f erenzierten 
Mesenchymzellen ableiten, die in Kulturen proliferie- 
ren und in Chondrocyten uberfuhrbar sind, 

Implantationsmaterial nach Anspruch 7 , dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Material in geformten, gefrierge- 
trockneten (Kiel) oder kunstlichen Knochen eingebettet 
1st. 

Verwendung des Implantationsmaterials nach Anspruch 1 
bis 8 zur Wiederherstellung von Epiphysenknorpel 
und Knochen. 

Implantationsmaterial zur Wiederherstellung von Gelenk- 
knorpel- und Knochendef ekten, gekennzeichnet durch 
einen Gehalt an geeignet geformtem Knochenmaterial, das 
mit einem Gel aus Thrombin, einer Antiprotease und 
Fibrinogen imprSgniert ist, zusammen mit einer extra- 
zellularen Matrix (ECM) oder mit einem lokalen oder 
hormonellen Wachstumsfaktor und gegebenenf alls einer 
geringen Menge artspezif ischer embryonaler Chondrocyten 
oder Mesenchymzellen, die durch Induktionsf aktoren in 
Knorpelzellen uberfuhrbar sind. 
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Die Erfindung betrif ft Implantationsmaterial zur Wiederher- 
stellungvon Gelenkknorpel- und Knochendef ekten . Das Implantations- 
material kann entweder in Form eines Gels vorliegen Oder 
zusammen mit natiirlichen oder kiinstlichen Knochen als Tra- 
germaterial. Das Implantationsmaterial der Erfindung eignet 
sich vor allem zur Wiederherstellung defekter Gelenkknor- 
pel, da diese besonders schwierige biologische Strukturen 
darstellen. Das Implantationsmaterial der Erfindung ent- 
halt eine Kombination embryonaler Chondrocyten oder be- 
stimmter Mesenchymzellen, die in Knorpelzellen unter dem 
EinfluB von chondrogenen Induktionsf aktoren iiberfuhrbar 
sind, sowie geeignete Mengen Fibrinogen, Thrombin und eines 
Proteaseinhibitors (Antiprotease) als biologischen Leim. 
Die erhaltenen Gele lassen sich langere Zeit lagern, wenn 
sie in gleicher Weise gelagert werden wie Gewebekulturen . 
Sie lassen sich transportieren und leicht handhaben. 

GemaB einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm kann den Gelen eine 
extrazellulare Matrix (ECM) oder bestimmte Wachs turns f akto- 
ren, wie SM, FGG , CGF , BDGF oder eine Kombination dieser 
Wachs turns f aktoren zugegeben werden, Zur Wiederherstel- 
luner von Knochendefekten konnen sie als Implantationsmaterial ein- 
gesetzt werden, das geeignet geformte Knochenteile einge- 
bettet in diesen Gelen enthalt. 

Bei der Beschadigung von Gelenkknorpeln durch Verletzungen , 
Infektionen oder degenerative Prozesse erfolgt im allgemei- 
nen keine Heilung oder Besserung. Es wurden bereits Versu- 
che unternommen, osteochondrale Verpf lanzungen durchzu- 
fuhren.und verschiedene Prothesen zu entwickeln, doch wa- 
ren die Ergebnisse schlecht und entmutigend. Es sind auch 
Versuche zur Verwendung gezuchteter Chondrocyten als Quel- 
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1 le fur Knorpeltransplantate bekannt geworden, doch war die 
Integration der Transplantate in die benachbarten Knorpel im 
allgemeinen unbef riedigend. 

5 Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, Implantationsma- 
terial zur Wiederherstellung von Gelenkknorpel- und Knochen- 
defekten zur Verfugung zu stellen, das bestimmte Zellen, nam- 
lich embryonale Chondrocyten oder aus Mesenchyin stammende 
Zellen enthalt, die sich in vitro oder in vivo in Knorpel- 
10 zellen unter dem EinfluB von chondrogenen Indukt ions f ak tor en 
uberfuhren lassen. Dieses Implantationsmaterial liegt in einem 
geeigneten biologischen Milieu und als Gel vor. Eine weitere 
Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren zur Herstellung 
des Implantationsmaterial zu entwickeln. 

15 

Das Implantationsmaterial wird f olgendermaBen hergestelltr 
Embryonale Chondrocyten (junge Chondrocyten) werdetn aus 
Embryonalgewebe durch Trypsinbehandlung und mechanische Zer- 
lequng gewonnen und in einem geeigneten Medium geziichtet. Die 

20 Zellen werden danach geerntet und mit Fibrinogen, einem Protease- 
inhibitor (Antiprotease) und Thrombin vermischt. Es wird ein 
Gel erhalten, das in einem Inkubator eine gewisse Zeit aufbe- 
wahrt werden kann. Die geernteten Zellen konnen auch langere 
Zeit tiefgefroren aufbewahrt werden. Unmittelbar vor der Ver- 

25 wendung wird das Material aufgetaut. Das Gel wird vor der 

Implantation in eine Losung von Fibrinogen getaucht. Nun wird 
der Defekt mit einer Thrombinlosung bespriiht und dann mit dem 
Implantationsmaterial aufgefiillt. Durch Versuche an Vogeln 
und Saugern wurde nachgewiesen, daB Gelenkknorpel- und Kno- 
30 chendefekte sich gut auffiillen. Dies zeigte eine Untersu- 
chung nach 2 bis 12 Monaten nach der Implantation. 



35 



BNSDOCID: <DE 341 0631 A1_l„> 



r ^ -I's J ' -' || : 341 0631"! 

1 Das Implantationsmaterial der Erfindung eignet sich zur Wie- 
derherstellung defekter humaner Gelenkknorpel oder Knochen . 
Die Ursache des Defektes kann Trauma oder AltersverschleiB 
sein. Das Verfahren kann zur Wiederhers tellung der ver- 

5 schiedensten Knorpel- und Knochendef ekte in Frage kommen, 
einschliefilich degenerativer Veranderungen und Bruche im 
Gelenkbereich • 
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GemaB einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm enthalt das Implan- 
tationsmaterial eine bestiramte Menge einer extrazellularen 
Matrix (ECM) von embryonalen Chondrocy ten , die auf eine be- 
stimmte, nachstehend geschilderte Weise gewonnen werden. 
Die extrazellulare Matrix fordert das Wachstum der Chondro- 
cyten nach Implantation des Materials. 



Die Chondrocyten werden aus artspezif ischem embryonalem 
Epiohysengewebe erhalten, mit anderen Worten, das embryona- 
le EDiphysengewebe wird der gleichen Art entnommen, der 
spater das Material der Erfindung implantiert werden soil. 
20 Allogene Zellen ergeben bef riedigende Ergebnisse, ohne daB 
man auf HLA-Typisieren angewiesen ist. Fur die Humanmedizin 
werden humane embryonale Chondrocyten gezuchtet. 

Es wurde festgestellt, daB die Zahl der Chondrocyten pro 
25 volumeneinheit einen bestimmten Wert nicht iibersteigen soil, 
da sonst Zellnekrosen erfolgen und schlechtere ErgeiSnisse "er- 
halten werden. Typische Werte fur Chondrocy tenkonzentrationen 
sind etwa 100 000 bis 500 000 pro ml des Gels. Es werden et- 
wa 5 bis 50 Einheiten Thrombin pro ml und etwa 25 bis 
30 80 mg/ml Fibrinogen verwendet. Im allgemeinen wird der 

Proteaseinhibitor dem Implantationsmaterial zugesetzt, urn 
eine rasche Lysis des Gels zu verhindern oder zu unter- 
driicken. Es konnen natiirliche oder synthetische Protease- 
inhibitoren verwendet werden. Beispiele fur geeignete che- 
35 mische Proteaseinhibitoren sind £ -Aminocapronsaure f die in 
einer Menge von 10 bis 20 mg/ml Gel verwendet wird, und 
Tranexemsaure, die in einer Menge von 1 bis 2 mg/ml Gel ver- 

L _J 
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1 wendet wird. Es konnen auch naturliche Proteaseinhibitoren 
verwendet werden, wie Antitrypsin (HiihnereiweiB , Sigma, 
Typ III) in einer Konzentration von 50 bis 75 ug/ml . Sofern 
eine langsame Bildung des Gels erwiinscht ist, werden 5 bis 

5 10 Einheiten/ml Thrombin verwendet. Wenn das Gel rasch fest 
werden soil, werden etwa 20 bis 50 Einheiten/ml Thrombin 
verwendet. 

AuBerdem ist es vorteilhaft, dem Gel einen oder mehrere Wachs- 
10 turasfaktoren des lokalen Typs, wie ECM oder BDGF , oder des 
hormonellen Typs , wie Somatomedin (SM) -ahnliche Peptide, 
Knorpe lwachs turns fak tor (CGF) und dergl. zuzufiigen. Die. 
Wachstumsf aktoren werden in folgenden Mengen verwendet: 
ECM einige mg/ml, BDGF etwa 100 jig/ml , CGF einige Nanogramm/ml , 
15 SM einige Nanogramm/ml. 

-Medium 

Das Implantationsmaterial kann uberschichtet mit F-12/sowie 
1 0 % f etalem Kalberserum einige Wochen in einem C0 2 -lnkubator 
bei 37 °C aufbewahrt werden. Das gelartige Implantationsma- 
20 terial ist sofort verwendbar und kann unmittelbar auf den 

wiederherzustellenden Bereich aufgebracht werden. 

Fur bestimmte WiederherstellungsmaBnahmen, ist es zweckmaBig, 

Implantationsmaterial zu verwenden, das aus einer Knochen- 

besteht 

25 struktur (natiirlich oder kiinstlich) /eingebettet in ein Gel 
der Erfindung, d.h- ein Gemisch aus Thrombin, Antiprotease , 
Fibrinogen und einem oder mehreren Wachstumsf aktoren und/ 
oder-hormonen sowie einer geringen Konzentration der vorge- 
nannten Arten von Zellen oder sogar ohne diese Zellen. Im 

30 letztgenannten Fall dringen Zellen aus der Umgebung lang- 
sam in das Implantat ein und bilden eine zusammenhangende 
Masse zwischen Umgebung und Implantat. 
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Die Beispiele erlautern bevorzugte Ausf iihrungsf ormen . 
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1 Beispiell 

Herstellung eines Implantationsmaterial zur Wiederherstel- 
luna von Knorpeldef ekten 

5 

Als Ausgangsmaterial werden die Epiphysen von langen Knochen 
(Tibia, Femur) verwendet. 

Zur Isolierung embryonaler Chondrocyten (junger Chondrocy- 

10 ten) werden die Epiphysen einer energischen Trypsinbehandlung 
unterworf en, d.h. 45 Minuten auf einer Drehschiittelmaschine 
in einem Wasserbad mit einer Trypsinkonzentration von 1 % be- 
handelt und gleichzeitig mit einem Homogenisator mechanisch 
auf aebrochen . Dann wird das Trypsin durch Zugabe von Serum inak- 

15 tiviert, das antiproteolytische Substanzen enthalt. Die er- 
haltene Suspension von Einzelzellen wird sodann mehrere Ta- 
ge (6 bis 10 Tage) in einem fliissigen Ham F-12 Medium auf 
Platten uberimpft, die mit Weichagar (0,6 % Agar, enthaltend 
Ham F-12 Medium) beschichtet sind. Wahrend dieser Wachstums- 

20 periode sterben die meisten . Fibroblasten ab und es erfolgt 
eine Anreicherung an Chondrocyten. Die Zellen von den Weich- 
agarplatten werden sodann in Spinner-Flaschen uberf iihrt und 
in F-12 Medium in Suspension weitere 3 bis 10 Tage geziichtet. 
Die Wachstumsbedingungen in Spinner-Flaschen fordern die be- 

25 vorzugte Bildung von Chondrocyten gegenuber Fibroblasten- So- 
dann werden die Zellen aus den Spinner-Flaschen abgeschleu- 
dert und unmittelbar verwendet oder in 20prozentigem fetalem 
Kalberserum mit 10 % Dimethylsulf oxid und 70 % F-12 Medium 
bei der Temperatur des fliissigen Sticks toffs eingefroren. Das 

30 beim Zentrifugieren der Chondrocyten erhaltene Sediment wird 
in einem geringen Volumen Phosphat-gepuf f erter Kochsalzlo- 
sung mit 50 mg/ml Fibrinogen oder einem anderen serumprazi- 
pitiefenden Protein und einem Trypsininhibitor (50 ng/ml, 
Sigma Typ III) oder einer anderen Antiprotease suspendiert. 

35 
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1 Die jiingste Losung, die Zellen (je nach Alter in der Kultur 
und der GroBe in einer Konzentration von 1 bis 5 x 10 5 /ml) 

sowie Fibrinogen und Trypsininhibitor enthalt, wird als 
Losung A bezeichnet. Eine Mikrotestplatte (96 F Nunc Danemark 

5 mit AusguB) Oder eine Zelle mit vielen Napfchen wird mit 

30 p.1 Thrombinlosung (Losung B) (1U/30 ml 40 mM CaCl 2 ) in je- 
des Napfchen versetzt und gleichmaBig am Boden und an der 
Seitenwand verteilt. Sodann werden 90 p-1 der Losung A zugege- 
ben- Hierauf laBt man das Gemisch gelieren. 

10 

Erf orderlichenf alls kann die Endmenge geandert werden , wobei 
das Volumenverhaltnis von Losung A zu Losung B auf einen Wert 
von 3 : 1 eingestellt wird. Das mit 0/2 ml F-12 Medium \iber- 
snhichtete Gel laBt sich etwa 14 Tage in einem Inkubator mit 
15 5 bis 10 % C0 2 enthaltender Luft Oder in tiefgefrore- 

nem Zustand aufbewahren. 

Vor der Transplantation wird der defekte Bereich vorsichtig mit 

einer Thrombinlosung besprtiht. Das Gel wird vor der Transplan- 
20 tation in eine Losung getaucht, die Fibrinogen und Trypsin- 
inhibitor (50 mg/ml bzw. 50 ug/ml) enthalt. sodann wird das 
Material in den defekten Bereich eingedriickt und dieser Be- 
reich aufgefullt. 

25 Anstelle vori embryonalen Chondrocyten kSnnen auch embryonale 

Mesenchymzellen (Stufe 24) Oder Knochenmark-Stammzellen ver- 

wendet werden. AuBerdem kann jedes erwachsene Bindegewebe 
mit darin enthaltenen undif ferenzierten Mesenchymzellen verwen- 

det werden, die in Kultur Zellen bilden und schlieBlich 
30 duirch Selbstdif f erenzierung oder gesteuert durch chondrogene 
Faktoren in Chondrocyten iiberfuhrt werden. 

Fur genetisch identische (syngene) Transplantate konnen honogenej^che 
Mesenchymzellen verwendet werden, die in erwachsenem Gewebe 
35 des Empf angers enthalten sind # z.B. Hautf ibroblasten , 

Knochenmarkzellen , die durch Biopsie erhalten werden, und die 
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Zellen in Kultur bilden, die in Chondrocyten uberfiihrbar 
sind. 

Beispiel 2 

Herstellung eines Gels, das ECM (extrazellulare Matrix) 
enthalt 

a) Herstellung von ECM 

Embryonale Huhnerchondrocy ten , die 14 bis 21 Tage in Spin- 

ner-Flaschen kultiviert worden sind, werden in mit Fibro- 

nectin beschichtete Petrischalen in einer Anf angsdichte von 
5 

2 x 10 Zellen/35 nun Petrischale in ein F-12 Medium iiber- 
impft, das 50 ug/ml Ascorbinsaure enthalt. Die Zellkulturen 
flieBen innerhalb 6 Tagen zusammen. Sodann wird das Medium 
erneuert, und die Kulturen werden weitere 6 Tage inkubiert. 
Drei Kontrollkulturen werden mit Trypsin behandelt und da- 
nach werden die Zellen mit einem Coulter Zahler Modell D 
gezahlt. Die Zelldichte betragt etwa 1 x 10 6 Zellen pro Petri 
schale. Samtliche anderen Petrischalen werden sodann mit 
Phosphat -gepuf f erter Kochsalzlosung (PBS) gewaschen, 20 Mi- 
nuten mit. 20 mM waBriger Ammoniaklosung behandelt und er- 
neut dreimal mit PBS und sodann zweimal mit destilliertem 
Wasser gewaschen, so daB keine Cytoskelette oder Kerne zu- 
sammen mit dem intakten ECM beobachtet werden konnen. Das 
ECM wird mit einem Gummischaber gesammelt und gefrierge- 
trocknet. Die Ausbeute an getrocknetem ECM-Pulver betragt 
etwa 0 f 3 bis 1,0 mg pro Petrischale. 

Das ECM wird in einer Menge von 5 bis 20 mg/ml, insbesondere 
10 mg/ml verwendet. 

Versuche mit C.hondrocytengelen bei Vogeln und Saugern haben 
nach makroskopi'scher Untersuchung , i.m histologischen Schnitt 
und durch biochemische Tests ergeben, daB die Transplanta- 
tionsstelle innerhalb 2 bi's 3 Monaten gut ausgefiillt und in 
die Umgebung 
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einschlieBlich der Oberflachen der Gelenkknorpel eingefiigt 
ist. Im Transplantat ; zeigen sich aktive prolif erierende Knor- 
pelzellen, die den typischen Stof fwechsel zeigen, und die 
gut verbunden sind (ohne Faserknorpel oder anderes weiches 
Gewebematerial an den Kanten) mit dem ursprtinglichen Knorpel- 
gewebe . 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



L 



BNSDOCID: <DE 341 0631 A1_I_> 



THIS PAGE BLANK (uspto) 



